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姜黄素诱导人成骨肉瘤 MG-63 细胞凋亡过程中
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摘要 姜黄素( curcumin) 诱导处理的人成骨肉瘤 MG-63 细胞，在光镜和电镜观察细胞凋亡的基础
上，对 hnRNP A2 /B1 在核基质中存在、分布及其与凋亡相关基因产物在 MG-63 细胞中的共定位关
系进行了研究 . 经姜黄素处理后，细胞出现染色质凝聚、细胞核固缩、凋亡小体等典型的细胞凋亡形
态特征;双向凝胶电泳和质谱鉴定结果显示，hnRNP A2 /B1 存在于 MG-63 细胞核基质蛋白组分中，
在姜黄素处理后细胞核基质蛋白中表达下调 . 蛋白质印迹杂交结果，证实 hnRNP A2 /B1 在姜黄素
处理前后的 MG-63 细 胞 核 基 质 蛋 白 中 的 存 在 及 其 表 达 下 调 变 化 . 免 疫 荧 光 显 微 镜 观 察 显 示，
hnRNP A2 /B1 定位于 MG-63 细胞核基质纤维上，经姜黄素处理后出现分布位置与表达水平变化 .
激光扫描共聚焦显微镜的观察结果显示，hnRNP A2 /B1 在 MG-63 细胞凋亡过程中与 Bax、Bcl-2、
Fas 和 p53 等基因产物具有共定位关系，且其共定位区域发生了变化 . 研究结果证实了 hnRNP A2 /
B1 定位于核基质纤维上，是一种核基质蛋白，在姜黄素诱导人成骨肉瘤 MG-63 凋亡过程中的表达
与分布变化及其与凋亡相关基因的关系显然对 MG-63 细胞凋亡具有重要影响，这为深入揭示肿瘤
细胞凋亡的机制提供了重要科学依据和深入探索的新方向 .
关键词 姜黄素; hnRNP A2 /B1; 核基质; 人成骨肉瘤 MG-63 细胞; 细胞凋亡
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Curcumin-induced Apoptosis Affects the Expression and Localization of
hnRNP A2 /B1 in Human Osteosarcoma MG-63 Cells
ZHAO Zhen-Li1) ，CHEN Lan-Ying2) * ，LI Qi-Fu1) * ，SHI Song-Lin1) ，YANG Hai-Bo2) ，
JING Guang-Jun1) ，WU Fu-Yun1) ，KONG Hai-Yan1)
( 1) Key Laboratory of Ministry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering，Xiamen University，
Xiamen 361005，China; 2) Henan University of Urban Construction，Pingdingshan 467044，Henan，China)
Abstract The morphology of human osteosarcoma MG-63 cells under light microscopy and transmission
election microscopy was altered when treated with curcumin. The distribution of heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein (hnRNP)A2 /B1 in the nuclear matrix and its colocalization with the apoptosis-related
gene products were examined. The results demonstrated that curcumin induced typical apoptotic
responses，such as chromatin agglutination，nuclei condensation，and apoptotic body formation. Two-
dimentional PAGE and mass spectrum analyses showed that hnRNP A2 /B1 was complexed with the
nuclear matrix. Confirmed by Western blotting，curcumin treatment resulted in a down-regulation of
第 6 期 赵振利等:姜黄素诱导人成骨肉瘤 MG-63 细胞凋亡过程中 hnRNP A2 /B1 表达与定位
hnRNP A2 /B1 expression. An altered distribution of hnRNP A2 /B1 with the nuclear matrix was observed
in immunofluorescence assays. Laser confocal microscopy showed that hnRNP A2 /B1 colocalized with
apoptosis-related molecules，including Bax，Bcl-2，Fas and p53，with different patterns before and after
curcumin treatments. Our study showed that expression level and the distribution of hnRNP A2 /B1，a
nuclear matrix protein，were altered by curcumin treatments and mought be involved in the process of
apoptosis in MG-63 cells.
Key words curcumin ; hnRNP A2 /B1; nuclear matrix; human osteosarcoma MG-63 cell; apoptosis
不 均 一 核 糖 核 蛋 白 ( heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein，hnRNP) 是一组 RNA 结合蛋白，负
责基因表达的转录后调控
［1］. hnRNP A2 /B1 蛋白是
脊椎动物 前 体 mRNA 结 合 蛋 白 之 一，作 为 hnRNP
家族的核心成员，hnRNPA2 /B1 参与了 mRNA 的转
运和转录后 修 饰 以 及 细 胞 核 与 细 胞 质 间 物 质 的 运
输，并可通过结合单链 DNA 在 DNA 复制、转录及重
组中发挥重要作用
［2 ～ 4］. 一些研究表明，hnRNP A2 /
B1 在细胞内的表达水平及其分布与细胞增殖分化、
衰老以及肿瘤的发生密切相关，并对肿瘤细胞的凋
亡具 有 调 控 作 用
［5，6］. 然 而，目 前 有 关 hnRNP A2 /
B1 与细胞凋亡及其与癌细胞恶性表型逆转的关系，
以及它在细胞内的定位与核转运的机制问题尚不明
确 . 我们实 验 室 此 前 研 究 表 明，姜 黄 素 ( curcumin)
能诱导人 胃 腺 癌 BGC-803 细 胞、人 食 管 癌 EC9706
细胞和人永生化上皮细胞的凋亡，并且发现在细胞
核基质中均存在 hnRNP A2 /B1 的表达与定位的改
变，提示 hnRNP A2 /B1 与肿瘤细胞凋亡过程有密切
关系
［7 ～ 9］. 为此，本 文 在 应 用 姜 黄 素 诱 导 人 成 骨 肉
瘤 MG-63 细 胞 凋 亡 研 究 工 作 的 基 础 上［10］，对
hnRNP A2 /B1 在 MG-63 细胞核基质中的存在、定位
及其表达变化以及 hnRNP A2 /B1 与 MG-63 细胞内
凋亡相关基因的相互关系做进一步研究，以期能够
为进一 步 探 索 细 胞 增 殖 分 化 过 程 中 hnRNPA2 /B1
的调节作用，从而为人成骨肉瘤等恶性肿瘤的细胞




人成 骨 肉 瘤 MG-63 细 胞 购 自 中 国 科 学 院 细 胞
库，小鼠抗人 hnRNP A2 /B1 抗体购自 NeoMarkers 公
司，山羊 抗 兔 IgG-FITC、山 羊 抗 小 鼠 IgG-TRITC、兔
抗人 Bax 抗体、兔抗人 Bcl-2 抗体、兔抗人 Fas 抗体、





MG-63 细胞培养于 RPMI-1640 培养液中 ( 内含
15% 热灭活小牛血清和 100 U /ml 青霉素、100 U /ml
链霉素 及 50 μg /ml 卡 那 霉 素，pH 7. 2) ，于37 ℃、
5% CO2 培养箱中培养 . 姜黄素用 DMSO 溶解，干液
浓度为 10 mg /ml，－ 20 ℃ 避光保存 . 取对数生长期
的 MG-63 细胞进行消化传代，接种 24 h 更换含 7. 5
mg / L 姜黄素的培养液进行诱导处理，连续培养 72 h
后收集细胞备用 . 对照组细胞相应扩增，收集备用 .
1. 3 Hoechst33258 荧光染色检测
取分别有对照组和处理组细胞的盖玻片条，温
PBS 液漂洗 3 次，4% 多聚甲醛( pH7. 2)4 ℃ 固定 10
min，PBS 漂 洗，滴 加 5 mg /ml Hoechst33258 荧 光 染
料，避光 温 育 10 min，PBS 漂 洗，90% 甘 油 / PBS 封
片 . 用荧光显微镜(Olympus BH-2) 进行检测 .
1. 4 透射电镜样品制备与观察
取对数生长期 细 胞，接 种 于 一 批 50 ml 培 养 瓶
中，接种 24 h 后，对照组细胞换上新鲜培养液，处理
组换上含 7. 5 μg /ml 姜黄素的作用液，温 PBS 液漂
洗，用橡皮刮刀推下细胞移入离心管中，1 500 r /min
离心 10 min，弃 上 清 液 . 细 胞 沉 淀 用 2. 5% 戊 二 醛
4 ℃ 预固定 2 h，PBS 漂洗 3 次，1% 四氧化饿4 ℃ 固





提取 液 CSK100 (10 mmol /L PIPES，300 mmol /L 蔗
糖，100 mmol /L NaCl，3 mmol /L MgCl2 ，1. 2 mmol /L
PMSF，0. 5% TritonX-100) ，0 ℃ 放置 10 min，1 500 r /
min 离心 5 min，去除上清液 . 加入细胞骨架提取液
CSK50 ( 10 mmol /L PIPES，300 mmol /L 蔗 糖，50
mmol /L NaCl，3 mmol /L MgCl2 ，1. 2 mmol /L PMSF，
0. 5% TritonX-100) 洗涤 2 次，离心，去除上清液 . 加
入 300 U /ml DNaseⅠ(CSK50 配制) 消化 30 min，加
入 1 mol /L 硫酸 铵 至 终 浓 度 0. 25 mol /L，室 温 抽 提
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15 min，1 500 r /min 离心 5 min，不溶性沉淀物即为






图像分析软件 PDQuest 8. 0(Bio-Rad 公司) 进行 . 蛋
白点的光密度值进行了标准量化，相对密度变化超
过 2 倍的点定义为差异表达的蛋白点 .
1. 7 核基质蛋白的质谱鉴定
挖取差 异 表 达 的 蛋 白 质 点，经 漂 洗、脱 色、DTT
还原、碘乙酰胺烷基化、干燥、胶内酶解、肽段抽提等
步骤 后，通 过 ReFlexTM III 型 MALDI-TOF 质 谱 仪
(Bruke 公司) 获取 酶 解 蛋 白 的 肽 指 纹 ( PMF) 数 据 .
数据经分析软件 flexAnalysis 进行处理，消除误差与
污染峰 . 最后在 MASCOT(www. matrixscience. com)
蛋白质组数据库中进行查询鉴定 .
1. 8 Western 印迹法检测
收集对照 组 和 处 理 组 细 胞，提 取 核 基 质 蛋 白 .
蛋白样 品 以 15% SDS-PAGE 分 离 后 通 过 半 干 转 印
法转移至 PVDF 膜上 . 4 ℃ ，3 % BSA 封闭过夜;然
后加入按 1∶ 2 000 稀释的与鉴定蛋白相应的一抗作
用液(2% BSA 配 制) 室 温 条 件 下 震 荡 孵 育 1. 5 h，
TBST 洗膜 3 次，每次 10 min;加入按 1 ︰4 000 稀释
的 HRP 标记的相应二抗作用液(2% BSA 配制) ，室
温条件下震荡 孵 育 1. 5 h，TBST 洗 膜 3 次，每 次 10
min;ECL 显色观察 . 以 β 肌动蛋白做内参照 .
1. 9 核基质-中间纤维系统观察样品制备
核基质-中间纤维系统的选择性抽提过程如下:
细胞培养 2 d 后传代于玻片上，培 养 2 d 后 细 胞 经
PBS 于37 ℃ 漂洗 2 次，然后4 ℃ 下高离子强度提取
液 ( 10 mmol /L PIPES，pH 6. 8，250 mmol /L
(NH4 ) 2 SO4 ，300 mmol /L 蔗糖，3 mmol /L MgCl2 ，1. 2
mmol /L PMSF，0. 5% Triton X-100) 抽提 3 min，无酶
消化液(10 mmol /L PIPES，pH6. 8，50 mmol /L NaCl，
300 mmol /L 蔗 糖，3 mmol /L MgCl2 ，1. 2 mmol /L
PMSF，0. 5% Triton X-100 ) 漂 洗 后，含 酶 消 化 液
(DNase I，RNase A 各 400 μg /ml) 于23 ℃ 消 化 20
min，再经高离子强度提取液于23 ℃ 抽提 5 min，存
留的即为核基质-中间纤维(NM-IF) 结构样品 .
1. 10 光镜观察与荧光显微镜观察样品制备
选择性抽提所得 NM-IF 玻片样品经 2% 戊二醛
( 无 酶 消 化 液 配 ) 4 ℃ 预 固 定 30 min，PBS 漂 洗，
0. 2% 考马斯亮蓝染色液中染色 20 min，纯水漂洗，
晾干，二 甲 苯 透 明，中 性 树 脂 封 片，光 镜 下 观 察 . 此
外，选择性抽提所得 NM-IF 玻片样品经 4% 多聚甲
醛(PBS 配) 于4 ℃ 固定 10 min，PBS 漂洗 3 次，每次
10 min，5% BSA 室 温 封 闭 1 h 后 加 hnRNP A2 /B1
抗体稀释液(1∶ 300，5% BSA 配制) 至玻片上，室温
温育 30 min，4 ℃ 温育过夜，TBST 漂洗 3 次，每次 10
min，滴加以 5% BSA 配制的荧光染料 FITC 标记二
抗作用液 (1 ∶ 1 000) ，室 温 温 育 30 min，4 ℃ 孵 育 3
h. TBST 漂洗 2 次，每 次 10 min，蒸 馏 水 漂 洗 2 次，
每次 10 min. 室温干燥，抗荧光萃灭剂封片 . 整个过
程避光 . 荧光显微镜观察 .
1. 11 激光共聚焦显微镜样品的制备与观察
取有对照组 和 处 理 组 细 胞 的 玻 片，PBS 漂 洗 3
次，每次 5 min;Karnovsky’s 溶液中固定 20 min，PBS
漂洗 3 次，每次 5 min;用 0. 5% TritonX -100 的透化
试剂(PBS 配制) 室温透膜 20 min，PBS 漂洗 3 次，每
次 5 min. 5% BSA 室温封闭 1 h. 以 3% BSA 配制
一抗作用液(hnRNP A2 /B1 稀释 100 倍，Bax、Bcl-2、
Fas 和 p53 各稀 释 200 倍) . 设 制 抗 体 组 合:hnRNP
A2 /B1 /Bax、hnRNP A2 /B1 /Bcl-2、hnRNP A2 /B1 /
Fas、hnRNP A2 /B1 /p53. 各 加 40 μl 相 应 一 抗 稀 释
液至玻 片 上，室 温 孵 育 30 min，4 ℃ 孵 育 过 夜，PBS
漂洗 3 次，每次 5 min. 配制相应组合的荧光素标记
二抗作用液，各取 30 μl 二抗作用液加到玻片上，室
温避光孵育 30 min，4 ℃ 孵育 3 h，漂 洗 . 抗 荧 光 淬
灭剂封片 . TCS-SP2 MP 型 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 观 察
结果 . 以 3% BSA 代替 hnRNP A2 /B1 抗体进行免疫
荧光染色，作为阴性对照 .
2 结果
2. 1 Hoechst33258 染色
Hoechst33258 染色结 果 显 示，对 照 组 细 胞 核 出









细胞表面有微绒毛突起(Fig. 1C) . 经姜黄素处理后
的 MG-63 细胞的超微结构产生了明显的变化 . 细胞
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Fig. 1 The effect of curcumin treatment on the
morphology and ultrastructure of MG-63 cells
Untreated MG-63 cells (A) and cells treated with curcumin
(B) were observed after Hoechst33258 staining (Bar = 40
μm) ; Ultrastructure were visualized by transmission election
microscopy in untreated MG-63 cells (C) and cells treated
with curcumin (D) (Bar = 1 μm)
2. 3 双向凝胶电泳与质谱分析
对照 组 MG-63 细 胞 与 姜 黄 素 处 理 组 细 胞 提 取
的核基质蛋白双向电泳均重复 3 次 以 上，采 用 Bio-
Rad 公司的凝胶图像分析软件 PDQuest 8. 0 对采集
到的双向电泳图像进行定量分析 . Fig. 2A 中的 L3
是 鉴 定 为 hnRNP A2 /B1 的 蛋 白 质 点 . Fig. 2B 为
hnRNP A2 /B1 的 蛋 白 质 点 局 部 放 大 图 像 . Fig. 2C
显示了 hnRNP A2 /B1 的蛋 白 质 点 在 处 理 前 后 细 胞
核基质上的表达量差异 . 经 MALDI-TOF 质谱分析与
数据 库 检 索，鉴 定 差 异 表 达 的 蛋 白 质 点 L3 为




移到 PVDF 膜上进行 Western 印迹分析 . 应用增强




交叉反 应 ( Fig. 3) . hnRNP 有 2 个 蛋 白，hnRNP B1
比 hnRNP A2 在 N 末端多 12 个氨基酸，其分子量是
37 kD，hnRNP A2 的分子量是 34 kD. Western 印迹
结果显示，核基质蛋白中 hnRNP A2 /B1 的表达水平
在姜黄 素 诱 导 处 理 后 减 弱 了;同 时 Western 印 迹 结
果也确证了 hnRNP A2 /B1 在 核 基 质 蛋 白 双 向 凝 胶
电泳中的表达变化 .
Table 1 Proteins identified by using MASCOT database (www. matrixscience. com)
Spot No. Protein Accession No. Mass calculated pI calculated Coverage Matching peptides
L3 hnRNP A2 /B1 gi | 4504447 36 041 8. 67 37% 8
2. 5 hnRNP A2 /B1 在人成骨 肉 瘤 MG-63 细 胞 核
基质-中间纤维系统的定位和表达
光镜 观 察 结 果 显 示，在 对 照 组 MG-63 细 胞 的
NM-IF 系统中，中间纤维稀少而分布不均匀，主要分
布于核周边区域而染色较深，细胞远端则分布稀少
而染色 浅 . 核 纤 层 较 厚 且 厚 薄 不 均，染 色 较 深 . 核
基质纤维结构层次不均匀，在细胞核区域内偶尔可
见 2 ～ 3 个残余核仁悬浮连接在核基质骨架网络中，
整个细胞核基质系统比较完整(Fig. 4A) . 经姜黄素





体骨架网络形态具有破裂的特征(Fig. 4B) . 免疫荧
光显微镜观察结果显示，hnRNP A2 /B1 在 MG-63 核
基质-中间纤维系统表达水平低，仅在细胞核内观察
到 hnRNP A2 /B1 的 绿 色 荧 光，核 内 荧 光 强 度 不 均
匀，局 部 区 域 有 较 强 荧 光，主 要 分 布 在 核 仁 位 置





布，显示 hnRNP A2 /B1 经姜黄素诱导处理后，其在
核基 质 中 的 分 布 有 从 核 仁 向 核 周 边 转 移 的 趋 势
945
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Fig. 2 2-D PAGE gels of nuclear matrix proteins from MG-63 cells (A) Proteins were separated on the basis of
pI (X-axis) and molecular mass ( Y-axis) and visualized by silver staining. The differentially expressed proteins were
showed as circular symbols on the gels. L indicated down-regulated NMPs，and H indicated up-regulated NMPs in MG-63
cells treated with curcumin; (B) Enlarged maps of changed expression of hnRNP A2 /B1 from MG-63 cells; (C) Relative
abundance of the expression level of hnRNP A2 /B1 in untreated MG-63 cells and cells treated with curcumin
(Fig. 4D) .
2. 6 hnRNP A2 /B1 与凋亡相关基因表达产物在人
成骨肉瘤 MG-63 细胞内的共定位关系
用鼠 抗 人 hnRNP A2 /B1 抗 体 分 别 和 兔 抗 人
Bax、Bcl-2、Fas 和 mtP53 等特异性抗体配对组合，对
人成骨 肉 瘤 MG-63 细 胞 进 行 双 重 免 疫 荧 光 染 色，
hnRNP A2 /B1 抗体以红色荧光染料 TRITC 标记，其
它抗体以绿色荧光染料 FITC 标记，激光扫描共聚焦
显微镜观察 hnRNP A2 /B1 及 相 应 基 因 产 物 的 定 位
关系及其变化，两者共定位部位叠加后为黄色或橙
黄色(Fig. 5) .
2. 6. 1 hnRNP A2 /B1 和 Bax 在人成骨肉瘤 MG-63
细胞内的共定位关系 免疫荧光双标记观察结果显
示，MG-63 细胞中，代表 hnRNP A2 /B1 的 红 色 荧 光
均匀的分布于细胞核核内，细胞质内也有点状的荧
光分布;代表 Bax 的绿色荧光主要分布在细胞质内，
尤其是靠 近 核 膜 区 域 . 荧 光 叠 加 效 果 显 示，hnRNP
A2 /B1 和 Bax 在细胞内没有共定位关系 . 而在姜黄
素诱导处理后的 MG-63 细胞中，红色荧光重要成簇
分布在细胞核内，在细胞质中仅在靠近核膜区域可






强 . 荧光 叠 加 效 果 显 示 hnRNP A2 /B1 和 Bax 在 细
胞质中靠近核膜区域有微 弱 的 共 定 位 关 系 ( Fig. 5:
1 ～ 6) .
2. 6. 2 hnNRNP A2 /B1 和 Bcl-2 在人成骨肉瘤 MG-
63 细胞内的共定位关系 免疫荧光双标记 观 察 结
果显示，人 成 骨 肉 瘤 MG-63 细 胞 中，代 表 hnRNP
055
第 6 期 赵振利等:姜黄素诱导人成骨肉瘤 MG-63 细胞凋亡过程中 hnRNP A2 /B1 表达与定位
Fig. 3 Confirmation of the differential expression of
hnRNP A2 /B1 from NMPs samples by Western
boltting β-Actin was used as a protein loading
control. The bands were detected by an enhanced
chemiluminescence ( ECL ) detection system. The
control was the samples from MG-63 cells， and
curcumin was the samples from curcumin-treated MG-63
cells. M was the marker
Fig. 4 Light microscope ( LM ) or fluorescent
microscope observation of the nuclear matrix-
intermediate filament system of MG-63 cells
Observation of NM-IF system in MG-63 cells ( A ) and
treated cells (B) by light microscopy (dyed by CBB G-250，
Bar = 30 μm) . Distribution of NPM in the NM-IF system of
MG-63 cells ( C ) and treated cells ( D ) by fluorescence
microscopy ( labeled with fluorescence dye FITC，Bar = 30
μm)
A2 /B1 的红色荧光均匀分布于细胞核核内，细胞质
内也有 点 状 的 荧 光 分 布;代 表 Bcl-2 的 绿 色 荧 光 在
靠近核膜的胞质区域存在，细胞核内也分布有少量
荧光 . 叠加荧光显示 hnRNP A2 /B1 和 Bcl-2 在细胞
内没有共定 位 关 系 . 而 经 姜 黄 素 诱 导 处 理 后，MG-
63 细胞中红色荧光主要分布细胞核部分，散点状的
微弱荧光在细胞质中少见，整体荧光强度减弱;处理
后 Bcl-2 的 荧 光 分 布 发 生 了 明 显 的 变 化，主 要 在 围
绕靠近细胞膜的胞质区域分布，同时其他细胞质区
域也有点状绿色荧光存在，细胞核中仅可见微弱荧
光 . 叠加荧光显示 hnRNP A2 /B1 和 Bcl-2 主要在靠
近核膜的细胞质区域有明 显 的 共 定 位 关 系 ( Fig. 5:
7 ～ 12) .
2. 6. 3 hnRNP A2 /B1 和 Fas 在人成骨肉 瘤 MG-63
细胞内的共定位关系 免疫荧光双标记观察结果显











点状绿色荧光 存 在，可 看 到 整 体 荧 光 强 度 增 强 . 叠
加荧光显示 hnRNP A2 /B1 和 Fas 主 要 在 靠 近 核 膜
的胞质区域有明显的共定位关系(Fig. 5: 13 ～ 18) .
2. 6. 4 hnRNP A2 /B1 和 mtP53 在人成骨肉瘤 MG-
63 细胞内的共定位关系 免疫荧光双标记 观 察 结




微弱 荧 光 分 布 . 叠 加 荧 光 显 示，hnRNP A2 /B1 和






核区域 分 布 较 弱;叠 加 荧 光 显 示，hnRNP A2 /B1 和
mtP53 在靠近核膜的胞质区域有较亮的黄色荧光出
现，提示诱导处理后两者在细胞内出现共定位关系
(Fig. 5: 19 ～ 24) .
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Fig. 5 The co-localizational relationship between hnRNP A2 /B1 and the products of some apoptosis-
related genes MG-63 cells treated with or without curcumin were stained with antibody labeled with TRITC
or FITC and observed under laser scanning confocal microscopy. The overlay showed the yellow co-localization
fluorescence. 1 ～ 6: The localization of hnRNP A2 /B1 and Bax in MG-63 cells (Bar = 30 μm) ; 7 ～ 12: The
localization of hnRNP A2 /B1 and Bcl-2 in MG-63 cells (Bar = 30 μm) ; 13 ～ 18: The localization of hnRNP
A2 /B1 and Fas in MG-63 cells (Bar = 30 μm) ; 19 ～ 24: The localization of hnRNP A2 /B1 and mtP53 in MG-
63 cells (Bar = 30 μm)
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3 讨论
3. 1 hnRNP A2 /B1 在 核 基 质 上 的 定 位 及 其 在
MG-63 细胞凋亡过程中的表达变化
hnRNP A2 /B1 是 一 种 与 细 胞 生 长、分 化、蛋 白
质合成密切相关的功能调控蛋白 . 研究表明，hnRNP
A2 /B1 在细胞 内 表 达 水 平 及 其 分 布 与 细 胞 增 殖 和




白质印迹杂交实验结果均显示，hnRNP A2 /B1 存在
于人成骨肉瘤 MG-63 细胞核基质组分中，并在姜黄
素诱导处理后的 MG-63 细胞核基质中表达下调 . 选
择性抽 提 样 品 免 疫 荧 光 显 微 镜 观 察 显 示，hnRNP
A2 /B1 定位在 MG-63 细 胞 核 基 质 － 中 间 纤 维 系 统
上，在细胞核内观察到 hnRNP A2 /B1 的 绿 色 荧 光，
主要分布在核 仁 位 置 . 经 姜 黄 素 诱 导 处 理 后，其 细
胞核基质-中间纤 维 系 统 的 荧 光 强 度 和 分 布 发 生 了
明显改变，细胞核区域内的荧光强度整体减弱，而在
核纤层 区 域 与 核 膜 附 近 有 斑 点 状 荧 光 显 现，显 示
hnRNP A2 /B1 经姜黄素诱导处理后，其在核基质中
的分布有从核仁向核周边转移的趋势 . 有关 hnRNP
A2 /B1 在肿瘤 细 胞 凋 亡 诱 导 前 后 核 基 质 上 的 定 位
变化目前仍未 见 报 道 . 本 实 验 室 近 年 研 究 发 现，在




所 观 察 到 的 结 果 相 一 致 . 实 验 结 果 初 步 显 示 了
hnRNP A2 /B1 的 亚 细 胞 分 布 情 况，而 观 察 到 的
hnRNP A2 /B1 表达 强 度 的 变 化 趋 势 也 与 电 泳 和 蛋
白质印迹杂交结果相符 .
本文研究证实了 hnRNP A2 /B1 存在于人 成 骨
肉瘤 MG-63 细胞核基质组分中，定位于核基质纤维
上，是 一 种 核 基 质 蛋 白 . 此 外，本 研 究 首 次 发 现 在
MG-63 细胞凋亡过程中，hnRNP A2 /B1 表达下调并
发生移位 变 化 . 本 文 研 究 结 果 提 示 hnRNP A2 /B1
在姜黄素诱导人成骨肉瘤细胞凋亡过程中具有重要
作用 .
3. 2 hnRNP A2 /B1 与 凋 亡 相 关 基 因 产 物 的 共 定
位关系及其在 MG-63 细胞凋亡过程中的变化
hnRNP A2 /B1 与 细 胞 核 内 RNA 拼 接、mRNA
的转运及转录后调节，特别是与 RNA 转录、外显子





B1 和 Bax、Bcl-2 没有共定位关系，hnRNP A2 /B1 和
Fas 在 MG-63 细胞内靠近核膜的胞质区域存在微弱
的共定位关系，而 hnRNP A2 /B1 和 p53 在细胞核内
尤其是核仁位置有共定位关系;而经姜黄素诱导细
胞处理后，MG-63 细胞中 hnRNP A2 /B1 和 Bax、Bcl-
2 在靠近 核 膜 的 胞 质 区 域 存 在 共 定 位 关 系，hnRNP
A2 /B1 和 Fas 的共定位强度则出现升高趋势，此外，
hnRNP A2 /B1 和 p53 的 共 定 位 区 域 则 从 细 胞 核 内
移位到了细胞质中 . 目前关于 hnRNP A2 /B1 与其它
蛋白的相互 作 用 来 调 节 细 胞 的 凋 亡 的 报 道 尚 未 发
现 . 因 此，本 研 究 结 果 首 次 发 现 hnRNP A2 /B1 与
Bax、Bcl-2、Fas、p53 在 MG-63 细 胞 凋 亡 过 程 中 均 存
在共定位现象，显示它们在人成骨肉瘤细胞凋亡过
程中具有一定的关系，从而也表明 hnRNP A2 /B1 在
人成骨肉瘤 MG-63 细 胞 凋 亡 过 程 中 有 重 要 的 调 控
关系 .
关于 hnRNP A2 /B1 具体如何调节凋亡相 关 基
因而发挥作用 的 机 制 仍 不 明 确 . 韩 娟 等［13］发 现，在
顺铂的作用下 hnRNP B1 蛋白表达受抑制的肺癌细
胞中，DNA-PK 酶活性增高，G1 期 细 胞 增 多，S 期 细
胞减少，凋亡率明显增高，说明 hnRNP B1 蛋白表达
受抑制后可 使 细 胞 周 期 阻 滞 在 G1 / S 期，促 进 细 胞
凋亡 .
Bax 蛋白是重 要 的 细 胞 凋 亡 调 控 蛋 白，当 细 胞
凋亡发生时，它从细胞质转位与线粒体并与线粒体
膜结合
［14］. 前 人 研 究 发 现，Bax 可 以 通 过 与 NPM、
Bak 和 Mcl-1 等蛋白的相互作用来调节肿瘤细胞的
凋亡




［19］. 目 前 关 于 hnRNP A2 /B1 和 Bcl-2 相
互作用的研究尚无报道，我们首次发现在姜黄素诱
导人成 骨 肉 瘤 MG-63 细 胞 的 凋 亡 过 程 中 hnRNP
A2 /B1 和 Bcl-2 在 细 胞 质 中 存 在 共 定 位 现 象，但 二
者是否真正存在相互作用尚待进一步研究 . Fas 被
称为 死 亡 受 体，Fas 及 其 连 接 蛋 白 是 细 胞 外 指 令 性
凋亡信号的 接 受 和 传 递 分 子
［20］. Abe 等［21］在 用 哈
尔淳诱导处 理 人 肺 癌 H596 细 胞 过 程 中 发 现，通 过
Fas 与 其 配 体 的 相 互 作 用，可 以 调 节 细 胞 通 过 线 粒
体途径凋亡 . 本文实验结果首次显示，在 人 成 骨 肉
瘤 MG-63 细胞 凋 亡 过 程 中 死 亡 受 体 Fas 与 hnRNP
A2 /B1 存在共定位现象，推测二者可能通过相互作
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用共同行使促进细胞凋亡的功能 . p53 是重要的肿
瘤抑制基因，前人研究表明，P53 对细胞的凋亡有极
其重要的调控作用
［22］. 前人研究 发 现，P53 可 以 和
其它蛋白发生相互作用来调控细胞的凋亡，如 P53
可以与 MDM2 存 在 相 互 作 用 调 控 霍 奇 金 淋 巴 瘤 细
胞
［23］、急性粒细胞性白血病细胞［24］的凋亡活动 . 此
外，Dogu 等［25］在 成 纤 维 细 胞 中 研 究 发 现，细 胞 内




结果表明，HPV18 E6 基 因 抑 制 可 通 过 P53 途 径 调
节细胞周期相关基因和凋亡基因的表达，从而促进
细胞凋亡 . 关 于 hnRNP A2 /B1 与 p53 的 相 互 作 用
来调节细胞凋亡的研究还未见报道 . 本文首次在人
成骨肉瘤 MG-63 细胞中发现 hnRNP A2 /B1 与 P53
在核内具有共定位现象，同时在凋亡过程中共定位
区域发生了移位 . 因此，本文结果证实了细胞凋亡过
程中 hnRNP A2 /B1 的 表 达 与 定 位 变 化 与 Bax、Bcl-
2、Fas、p53 表 达 变 化 具 有 一 定 关 系，hnRNP A2 /B1
的表达及其定位的改变对人骨肉瘤细胞的凋亡具有
重要影响，并可能通过与以上凋亡相关基因产物的
相 互 作 用 而 参 与 细 胞 凋 亡 的 调 控 . 进 一 步 研 究
hnRNP A2 /B1 与上 述 凋 亡 相 关 基 因 产 物 的 相 互 作
用对于探索和揭示人成骨肉瘤细胞凋亡的调控作用
机理具有重要意义 .
综上所述，核基质蛋白 hnRNP A2 /B1 作为一种
重要的细胞增殖和凋亡调控因子，其细胞定位及表
达水平及其与凋亡相关基因表达产物的共定位区域
在人成骨肉 瘤 MG-63 细 胞 凋 亡 过 程 中 均 发 生 了 明
显的变化，说明其在细胞凋亡过程中发挥着重要作
用 . hnRNP A2 /B1 可能作为姜黄素作用的靶向性蛋
白，并通过与细胞凋亡相关蛋白的协同作用，共同调
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